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Bestimmung von Enzymaktivitäten in Urinen
von Calciumoxalatstein-Patienten
Von /. H. Prinsen, Heidrun Günther1) und /. Breuer
Zentrallaboratorium des Marienhospitals Gelsenkirchen
(Eingegangen am 3. Juni/28. August 1986)
Zusammenfassung: Die katalytischen Aktivitäten von Lactatdehydrogenase, -Glutamyltransferase, alkali-
scher Phosphatase, Alaninaminopeptidase und N-Acetyl-ß-/)-glucosaminidase wurden im 24-Stunden-Urin
von Calciumoxalatstein-Patienten (9 Männer, 11 Frauen) gemessen und mit denen von einem Normalkollektiv
(11 Männer, 10 Frauen) verglichen. Die diagnostische Sensitivität und die diagnostische Spezifität wurden
nach vier verschiedenen Diskriminationsverfahren berechnet, wobei die Sensitivität zwischen 65%— l 00%
lag, die Spezifität zwischen 72%-l00%.
Beim Normalkollektiv war eine deutliche Korrelation in der Ausscheidung der drei Bürstensaumenzyme
vorhanden, während bei den Calciumoxalatstein-Patienten nur eine Korrelation zwischen -Glutamyltransfe-
rase- und N-Acetyl-ß-/)-glucosaminidase-Exkretion nachzuweisen war. Hieraus lassen sich pathologische
Schlüsse ziehen.
Determination of catalytic activities in urines ofpatients with calcium urolithiasis
Summary: The catalytic activity of lactate dehydrogenase, -glutamyltransferase, alkaline phosphatase, alan-
ine aminopeptidäse and N-acetyl-ß-D-glucosaminidase has been measured in 24 h urines of patients with a
calcium oxalate calculus (9 men, 11 women) and has been compared with those of a reference collective
(11 men, 10 women). The diagnostic sensitivity and the diagnostic specificity have been calculated according
to four different discrimination methods in which the diagnostic sensitivity lies between 65% and 100%, the
diagnostic specificity between 72% and 100%.
Within the reference group there was a correlation between the excretion of the three brush-border enzymes,
whereas within the group of patients only a correlation between -glutamyltransferase and N-acetyl-ß-D-
glucosanünidase was observed. From this pathophysiological conclusions can be drawn.
Einführung Unter den Harnsteinen herrscht der Calciumoxalat-
In Westeuropa beträgt die Inzidenz des Harnsteinlei- stein vor. In 65% bildet dieser Stoff die Hauptsub-
dens 1-2% (1). In dieser Hinsicht ist es mit dem stanz der vorkommenden Steine (2).
Diabetes mellitus und den rheumatischen Erkrankun- über den Mechanismus der Harnsteinentstehung in
gen vergleichbar. der Niere existiert keine einheitliche Theorie. Am
... häufigsten genannt werden die Matrix- und Kristalli-
!) Diese Veröffentlichung enthält wesentliche Teile der Disserta- sationstheorie (3,4). Bei diesen beiden Entstehungser-
tion von Frau Heidrun Günther für die Promotion an der klärungen spielen organische Harnbestandteile eine
Medizinischen Fakultät der Universität (Gesamthochschule) *1 1 1* " F e
Essen, 1986. Sroße Rolle'
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Um zur Diagnostik bei Harnsteinpaüenten beizutra-
gen und einen Beitrag zum Verständnis der Harn-
steinentstehung zu leisten, haben wir Messungen von
Enzymaktivitäten im Urin durchgeführt.
Von 70 mit dem Harn ausgeschiedenen Enzymen (5)
wählten wir folgende fünf aus:
- Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27)
- N-Acetyl-ß-jD-glucosaminidase (EC 3.2.1.30)
— -Glutamyltransferase (EC 2.3.2.2)
- Alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1)
— Alaninaminopeptidase (EC 3.4.11.2)
Drei von diesen fünf Enzymen ( -Glutamyltransfe-
rase, alkalische Phosphatase und Alaninaminopepti-
dase) sind größtenteils in der tubulären Zellmembran
lokalisiert. Eine Veränderung der Ausscheidung dieser
drei Enzyme im Urin kann über mechanische Beschä-
digung des Tubulus durch den Stein Aufschluß geben.
Methodik und Patientengut
Es wurden 9 Männer (30—50, Durchschnittsalter 43 Jahre) und
11 Frauen (30-78, Durchschnittsalter 57 Jahre) nüt idiopathi-
scher Calciumoxalat-Urolithiasis in die Studie einbezogen. Die
Gruppe der Normalpersonen setzt sich aus 11 Männern (17 —
57, Durchschnittsalter 36 Jahre) und 10 Frauen (17 — 51,
Durchschnittsalter 38 Jahre) zusammen.
Zum Zeitpunkt der Enzymaktivitätsmessung waren bei allen
Patienten Nierensteine vorhanden. Die Nierensteine wurden
nach spontanem Abgang oder operativer Entfernung mit Hilfe
der I. R.-Spektroskopie analysiert. Die Steine bestanden aus
mindestens 70% Calciumoxalat (Weddellit, Whewellit) und zu
höchstens 30% aus Calciumphosphat (Apatit).
15 der 20 Patienten litten zum ersten Mal unter Urolithiasis.
Bei den übrigen 5 Patienten lag die vorhergehende Nephroli-
thiasis mehr als zwei Jahre zurück. Die Personen der Referenz-
gruppe waren laut Anamnese und Labordiagnostik frei von
erkennbaren Krankheiten. Sie standen nicht unter Dauermedi-
kation. Keine dieser Personen hatte — auch ein Jahr nach
dieser Studie — einen Nierenstein. Bei keiner der Frauen lag
während der Studie eine Gravidität vor.
Sammlung von Urin und Probenvorbereitung
Die Harnsammlung erfolgte über einen Zeitraum von 24 h in
ein Sammelgefaß, das vorher mit 5 ml Thymollösung (150 g/l
Isopropanol) zur Konservierung des Harns versetzt worden
war. Es wurde von jeder Person eine Urinprobe untersucht.
Bei allen 24-h-Sammelurinen wurde ein Urinstatus (Combur®-
9-Test Boehringer Mannheim und mikroskopische Untersu-
chung) durchgeführt, wobei sowohl bei den Kontrollpersonen
als auch bei der Calciumoxalatsteingruppe kein pathologischer
Befund zu erheben war. Vor der weiteren Aufbereitung wurden
die Proben 10min lang bei 1000# zentrifugiert. Anschließend
wurde der Überstand an Separating Columns (Röche Diagno-
stica Nr. 0791768) nach Maruhn (16) gelfiltriert. Gleich danach
erfolgte die komplette Enzymaktivitätsmessung oder aber die
Urine wurden sofort nach Gelfiltration bei -20 °C eingefroren,
und die Messung fand innerhalb von 3 Tagen statt. Im letzteren
Fall haben wir für die Lactatdehydrogenase-Messung einen Teü
des gelfiltrierten Urins bei + 2 bis + 8 °C aufbewahrt. Die
Kreatininbestimmung im Urin wurde stets im Anschluß an die
Harnsammlung durchgeführt.
Meßmethoden
Die Enzymaktivitätsmessung erfolgte bei 25 °C. Lactatdehydro-
genase, alkalische Phosphatase, -Glutamyltransferase und
Alaninaminopeptidase wurden am Gemsaec-Zentrifugal-Ana-
lyser der Firma E.N.I. durchgeführt, während N-Acetyl-ß-D-
glucosaminidase mit Hilfe des Eppendorf-Enzymrechners Nr.
CKE 6455 bestimmt wurde.
Die Endkonzentration im Reaktionsgemisch war für:
• f
- -Glutamyltransferase (7, 8)
lOOmmol/lTrispufferpH = 8.5
100 mmol/1 Glycylglycin und
4 mmol/1 y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitrpanilid
— Alaninaminopeptidase (10)





50,0 mmol/1 Phosphatpuffer pH = 7.5
- Alkalische Phosphatase (9)




0,25 mol /l 2-Amino-2-methyl-l-propanol-HCKPuffer
3,3 mmol/14-Nitrophenyl-N-acetyl-ß-D-glucosaminid
0,33 mmol/1 Citratpuffer pH = 4.15
Inkubationstemperatur: 37 °C
Bei der Messung von Lactatdehydrogenase, alkalischer Phos^
phatase und -Glutamyltransferäse wurde nach der optimierter!
Standard-Methode der Deutschen Gesellschaft für Klinische
Chemie verfahren.
Da die Enzymaktivitäten von alkalischer Phosphatase und Lac-
tatdehydrogenase im Urin meist relativ niedrig sind, wurde die
eingesetzte Urinmenge im Falle der Lactatdehydrogenase auf
das 12,5fache und bei alkalischer Phosphatase auf das 25fache
bei Beibehaltung der vorgeschriebenen Endkonzentration der
Reagenzien erhöht. Alaninaminopeptidase wurde nach der Me-
thode von Mondorf (10) gemessen und N-Acetyl-ß-D-glucosa-
minidase nach Maruhn (11).
Die Bestimmung der Kreatininkonzentration in den nicht gelfil-
trierten Urinen wurde bei 37 °C am ASTRA 4 der Firma Beck-
man ausgeführt und beruhte 'auf einer modifizierten Jaffe-
Reaktion.
Die Reagenzien wurden mit Ausnahme von 4-Nitrophenyl-N-
acetyl-ß-/)-glucosaminid (Firma Calbiochem) von der Firma
E. Merck, Darmstadt, bezogen.
Statistische Berechnung
Die Bearbeitung der Analysenergebnisse wurde nach dem Dis-
kriminationsverfahren — entwickelt durch Dr. E. Hansert (24)
— ausgeführt.
Resultate
Die Analysenergebnisse der Calciumoxalatstein-Pa-
tienten sind in Tabelle l, die'der Kontrollgruppe in
Tabelle 2 wiedergegeben.
Tabelle 3 zeigt die Medianwerte und Streubreite bei-
der Gruppen.
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Tab. 1. Einzelergebnisse der Aktivitätsbestimmungen von fünf Enzymen in den Urinen





























































































































































Tab. 2. Einzelergebnisse der Aktivitätsbestimmungen von fünf Enzymen in den Urinen von 21 Normalpersonen (11 Männer,


































































































































































Die diagnostischen Entscheidungsgrenzen wurden so
festgesetzt, daß die größtmögliche Effizienz erzielt
wurde2). Aus der Tabelle 4 können die optimalen ein-
2) Herr» Dr. E. Hansert, München, danken wir für die Berech-
nung der Daten.
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dimensionalen Entscheidungspunkte für die Meßgrö-
ßen bei Frauen bzw. Männern entnommen werden.
So wird bei Frauen eine Spezifität von 80% und eine
Sensitivität von 82% erreicht. Diese Berechnung legt
zugrunde, daß Personen dann als Calciumoxalatstein-
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Tab. 3. Mediane und Meßbereiche der katalytischen Aktivitäten von fünf
Calciumoxalatstein-Patienten. Einheit: U/mol Kreatinin.
Referenzgruppe
















Tab. 4. Optimale Entscheidungsgrenzen






























für die Einzelmeßgrößen bei Frauen bzw. Männern,









































































Patienten eingestuft werden, wenn mindestens zwei
der fünf Werte die Entscheidungsgrenze überschrei-
ten. Bei Männern ist die entsprechende Spezifität
82%, die Sensitivität 67%. Bei diesem Verfahren sind
im Gegensatz zu der unten aufgeführten Berech-
nungsart die Entscheidungsgrenzen so gelegt worden,
daß für jedes einzelne Enzym die optimale Effizienz
erreicht wird.
In der Tabelle 5 sind die optimalen ßinfdimensionalen
Entscheidungsgrenzen für die Kombination aller fünf
Enzyme aufgeführt. Bei dieser rein mathematischen
Problemlösung erhält man bei Frauen eine Sensitivi-
tät von 82% und eine Spezifität von 100%, bei Män-
nern eine Sensitivität von 100% und eine Spezifität
von 72%.
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. /^vol. 24,1986 / No, 12
Prinsen et al.i Enzymaktivitäten in Urinen von Calciumoxalatstein-Patienten 1005
Tab. 5. Optimaler fünfdimensionaler Entscheidungspunkt für
die Kombination aller fünf im Urin von 21 Normalper-
sonen (10 Frauen, 11 Männer) und 20 Calciumoxalat-
stein-Patienten (11 Frauen, 9 Männer) bestimmten En-
zyme. Die Überschreitung von mindestens 3 Werten in































Wie wir oben gezeigt haben und im folgenden ausge-
führt wird, können mit Hilfe der Enzymaktivitätsbe-
stimmung von alkalischer Phosphatase, Alaninami-
nopeptidase, -Glutamyltransferase, Lactatdehydro-
genase und N-Acetyl-ß-/)-glucosaminidase im Urin
gesunde Personen von Calciumoxalatstein-Patienten
mit einer relativ hohen Sensitivität und Spezifität
unterschieden werden.
Der Urin ist im Vergleich zum Serum ein ungünstiges
Milieu für die Stabilität der Enzyme. Hinzu kommt
die Beeinflussung der Enzymaktivitätsbestimmung
durch im Urin vorkommende Inhibitoren. Wie Mat-
tenheimer et al. z. B. für Alaninaminopeptidase ge-
zeigt haben, besteht ein Teil der Inhibitoren aus Ami-
nosäuren (28). Diese beiden Probleme haben wir da-
durch gelöst, daß wir einerseits die Inhibitoren durch
Gelfiltration eliminiert haben (15, 16) und anderer-
seits durch Messung der katalytischen Aktivitäten
unmittelbar nach der Sammlung bzw. nach Einfrieren
bis zur Messung. Trotzdem fanden wir eine große
interindividuelle Variation sowohl bei Normalperso-
nen als auch bei Calciumoxalatstein-Patienten, jedoch
stimmen die Mediane von -Glutamyltransferase,
Lactatdehydrogenase, N-Acetyl-ß-Z>-glucosamini-
dase, alkalischer Phosphatase und Alaninaminopepti-
dase in der Referenzgruppe gut mit den in der Litera-
tur angegebenen Werten für Normalpersonen überein
(10, 12-23).
Die Streuung der Meßwerte ist dafür maßgeblich, daß
die Sensitivität der einzelnen Enzymbestimmungen
nicht besonders hoch ist. Stuft man Personen dann als
Calciumoxalatstein-Patienten ein, wenn mindestens 2
der 5 Enzymwerte über der eindimensionalen Ent-
scheidungsgrenze liegen, erreicht man eine wesentlich
höhere diagnostische Effizienz (Tab. 4).
Vergleichbare Ergebnisse erreicht man bei Anwen-
dung der optimalen fünfdimensionalen Entschei-
dungsgrenzen (Tab. 5), wobei das erstere praxisnäher
ist. Die aufgeführten Überlegungen sind nur deshalb
notwendig, um die geringfügigen Unterschiede zwi-
schen dem Referenzkollektiv und dem der Patienten-
gruppe deutlicher zu machen, als das bei Betrachtung
der einzelnen Enzyme möglich ist.
Von den untersuchten Enzymen sind -Glutamyl-
transferase, alkalische Phosphatase und Alaninami-
nopeptidase Bürstensaumenzyme, die Lactatdehydro-
genase ein cytoplasmatisches und die N-Acetyl-ß-/)-
glucosaminidase ein lysosomales Enzym. Um diese
Tatsache verwerten zu können, haben wir die gemes-
senen Enzymaktivitäten einer Spearmanschen Rang-
korrelationskoeffizientberechnung (25) unterworfen.
Diese gibt Aufschluß über die Größe des statistischen
Zusammenhangs der verschiedenen Enzyme. Die Er-
gebnisse der Berechnung des Korrelationskoeffizien-
ten rs und für die zehn möglichen Enzymkombina-
tionen sind in Tabelle 6 aufgeführt. Elimination der
Tab. 6. Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman für die zehn Enzymkombinationen, berechnet aus den Werten der Referenz-
gruppe bzw. der Calciumoxalatsteingruppe. Das Signifikanzniveau 2 ist nur für die Kombinationen angegeben, bei
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Meßwerte einer weiblichen Kontrollperson mit deut-
lich statistisch abweichendem Alaninaminopeptidase-
Wert würde den Rangkorrelationskoeffizienten für
alkalische Phosphatase/Alaninaminopeptidase auf
0,72 erhöhen und für Lactatdehydrogenase/Alanina-
minopeptidase auf 0,62, während sie für die übrigen
Enzymkombinationen im wesentlichen unverändert
blieben. Aus den obengenannten Resultaten kann
man bei den Frauen aus der Referenzgruppe eine
Korrelation zwischen den Bürstensaumenzymen und
den beiden anderen Enzymen erkennen. Das spricht
für einen vollständigen Zelluntergang durch natürli-
che Zellmauserung. Diese Vermutung hat Mattenhei-
mer (26) schon früher geäußert, allerdings hielt er sie
für geschlechtsunabhängig. In unserer Studie ergaben
die Korrelationsberechnungen bei den männlichen
Referenzpersonen nur innerhalb der Bürstensaumen-
zyme gute Resultate.
Bei den Nephrolithiasis-Patienten ist die Korrelation
zwischen den verschiedenen Bürstensaumenzymen to-
tal verschwunden. Bei beiden Geschlechtern korrelie-
ren nur -Glutamyltransferase und N-Acetyl-ß-Z>-
glucosaminidase sehr gut. Dieses deutet darauf hin,
daß bei den Steinpatienten wahrscheinlich ein Zell-
schaden im Tubulusapparat vorliegt.
Auch Baggio et al. (21) fanden bei Calciumoxalat-
stein-Patienten sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit eines Steines eine erhöhte Exkretion die-
ser beiden Enzyme (39), allerdings hat er keine Korre-
lationsberechnung durchgeführt.
Wenn man die Exkretion und Korrelation von -
Glutamyltransferase und Alaninaminopeptidase be-
trachtet, ist festzustellen, daß die Erklärung dieses
Zellschadens nicht nur die mechanische Wirkung des
Steines sein kann.
Wenn man davon ausgeht, daß der Stein die Zellmem-
bran mechanisch schädigt, ist zu erwarten, daß die
Alaninaminopeptidase-Exkretion prozentual stärker
zunimmt als die Ausscheidung der -Glutamyltrans-
ferase, da Alaninaminopeptidase sich mehr an der
Außenseite der Bürstensaummembran befindet als -
Glutamyltransferase (27). In zehn der zwanzig Fälle
der Calciumoxalatgruppe finden wir aber einen -
Glutamyltransferase/Alaninaminopeptidase-Koeffi-
zienten größer als zehn trotz einer mechanischen Wir-
kung des Steines (Referenzwert 6,0-10,0, Tab. 7).
Eine mögliche Erklärung hierfür könnte eine primäre
Veränderung in der Enzymausscheidung sein, die wie-
derum ein prädisponierender Faktor für die Steinge-
nese sein kann. Eine Bestätigung dieser Hypothese
durch Messung beider Enzyme nach Steinentfernung
ist problematisch, da bei zu Rezidiven neigenden Cal-
ciumoxalatstein-Patienten stets mit Mikrplithen oder
Calciumoxalatkristallen zu rechnen ist.
Tab. 7. Der Koeffizient y-Glutamyltransferase/Alaninamino-
































































peptidase ist ein relativ einfacher und praktikabler
Diskriminationsfaktor, mit dem als einziges Auswahl-
kriterium man eine Spezifität von 76% und eine Sen-
sitivität von 80% erreicht. Wird daneben noch die
Anforderung gestellt, daß eines der beiden Enzyme
erhöht sein muß (nach Tab. 4), dann steigt die Spezifi-
tät auf 100%, die Sensitivität allerdings fällt auf 65%.
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